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Die Hämostase bewahrt den Organismus nach Verletzungen vor lebensgefährlichen 
Blutverlusten. Störungen hierbei können einerseits zu bedrohlichen Blutungskomplikationen 
und andererseits zu Thrombosen und Infarkten führen.  
I.1.1 Physiologie der extrinsischen Hämostase 
Bei einer Verletzung der vaskulären Integrität kommt das subendothelial exprimierte 
Glykoprotein Tissue Factor (TF) in Kontakt mit der im Plasma gelösten, aktivierten 
Serinprotease Faktor VIIa (FVIIa) (Abb. 1). 
 
Abbildung 1: Übersicht über die plasmatische Hämostase 
Subendothelialer TF bildet mit FVIIa den Aktivatorkomplex TF-VIIa. Dieser aktiviert Faktor X (FX) einerseits 
direkt (extrinsischer Weg; blauer Rundpfeil und rechte Bildhälfte), andererseits indirekt über die Aktivierung 
von Faktor IX (FIX) (intrinsischer Weg; grüner Rundpfeil und linke Bildhälfte) zu Faktor Xa (FXa). Zusammen mit 
dem Koaktivator Faktor Va (FVa) bildet FXa den Prothrombinasekomplex, der Prothrombin (FII) in Thrombin 
(FIIa) spaltet. FIIa ist dann wiederum in der Lage vorgeschaltete Koaktivatoren, die Faktoren V, VIII und XI (nicht 
abgebildet), zu aktivieren. Außerdem spaltet es Fibrinogen in Fibrin, das sich durch den fibrinstabilisierenden 





FVIIa entsteht durch Autokatalyse und macht etwa 1% der FVII-Gesamtmenge im Plasma aus 
(Morrissey JH et al. 1993). TF und FVIIa bilden den Aktivatorkomplex (extrinsische Xase), der 
drei natürliche Substrate hat: Er aktiviert die Vitamin-K abhängigen Faktoren X (FX) und IX 
(FIX), sowie FVII selbst. FVII und FVIIa aktivieren FX 2·107-fach stärker mit TF als ohne TF 
(Butenas S et al. 2002). Der TF/FVII-Komplex vermittelt die Bildung von FVIIa. Zusätzlich kann 
Faktor Xa (FXa) auch alleine FVII aktivieren. Dies ermöglicht eine auf die Gefäßverletzung 
fokussierte Aktivierung von Gerinnungsfaktoren, weil FVIIa lokal in einer erhöhten 
Konzentration bereitgestellt wird (Ott I 2011; Fiore MM et al. 1993).  
Den TF-abhängigen Teil der FX-Aktivierung bezeichnet man als extrinsischen - durch die 
Gefäßwand ausgelösten - Weg der Hämostase (Mackman N et al. 2007). Über die 
Aktivierung von Faktor IX in Faktor IXa (FIXa) greift der Initiatorkomplex in den intrinsischen 
Weg der Hämostase ein. In der Tat induziert der Komplex aus FIXa und Faktor VIIIa (FVIIIa) 
(intrinsische Xase) die FX-Aktivierung ebenfalls durch limitierte Proteolyse. Hierdurch kommt 
es zu einer 50-mal höheren FX-Aktivierung als durch den Initiatorkomplex (Butenas S et al. 
1997). Die Bildung des intrinsischen Xase-Komplexes wird durch Phospholipide, vor allem 
Phosphatidylserin, und Ca2+-Ionen stabilisiert (Zwaal RF et al. 1998; Morrisey JH et al. 2009). 
Dieser Verstärkungsweg für die FXa-Bildung ist bei einem X-chromosomal-rezessiv vererbten 
FVIII- oder FIX-Mangel gestört und kann daher bei Patienten mit Hämophilie A oder B schon 
in der frühen Kindheit zu schweren Muskel- und Gelenkeinblutungen führen.  
Gemeinsam mit Faktor Va (FVa) bildet FXa unter erneuter Stabilisierung durch Phospholipide 
und Ca2+-Ionen den Prothrombinasekomplex. Initial setzt er nur eine kleine, pikomolare 
Menge Prothrombin zur Serinprotease Thrombin um (Brummel KE 2002). Thrombin aber 
erhöht seine eigene Konzentration durch die Aktivierung der vorgeschalteten 
Gerinnungsfaktoren Faktor V (FV), FVIII und Faktor XI (FXI) im Sinne von positiven 
Rückkopplungsschleifen. Außerdem komplettiert es die Thrombozytenaktivierung über den 
Protease-aktivierten Rezeptor 1 (PAR1) (Butenas S et al. 2002; Keuren JF 2005).  
Die zentrale Aufgabe von Thrombin besteht in der Abspaltung der beiden Fibrinopeptide A 
und B von Fibrinogen. Die so entstandenen Fibrinmonomere werden zunächst nur durch 
hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbildung als Protofibrillen 
zusammengehalten (Hermans J et al. 1982). Gleichzeitig aktiviert Thrombin den 




ein stabiles und unlösliches Fibrinpolymer durch kovalente ε-γ-Glutamyllysin-
Isopeptidbindungen ausbildet (Siebenlist KR et al. 2005).  
Alternativ kann Thrombin auch über die Aktivierung von Faktor XII (FXII, Hagemann-Faktor) 
entstehen, der das Kontaktsystem der Blutgerinnung stimuliert und darüber den 
intrinsischen Gerinnungsweg aktiviert. Faktor XIIa (FXIIa) entsteht zu einem kleinen Teil 
autokatalytisch und wird hauptsächlich durch die Serinprotease Kallikrein gebildet. Darüber 
hinaus kann auch eine Kontaktaktivierung mit negativ geladenen Oberflächen wie 
Polyphosphaten aus Thrombozyten, RNA und DNA-Histon-Komplexen stattfinden 
(Brinkmann V et al. 2004; Ashish N Rao et al. 2015; Müller F et al. 2009; Ruiz FA et al. 2004). 
In einem Rückkopplungsmechanismus kann FXIIa Präkallikrein zu Kallikrein spalten, welches 
wiederum FXII aktiviert. Über die nachfolgende Bildung von FXIa und FIXa münden der 
intrinsische und extrinsische Gerinnungsweg in die Aktivierung von FX. Die physiologische 
Bedeutung des Kontaktsystems ist unklar, da Organismen mit einem selektiven FXII-Mangel 
keinen Phänotyp mit erhöhter Blutungsneigung zeigen (Woodruff RS et al. 2011). Diskutiert 
wird unter anderem eine Beteiligung bei der Bildung von Thrombosen (Girolami A et al. 
2004; Renné T et al. 2005) und der Aktivierung von Plasminogen (Kluft C et al. 1987). 
I.1.2 Kontrollmechanismen der Hämostase 
Nach einer Verletzung muss das Blut abgesehen von der Verletzung flüssig bleiben, da eine 
Gefäßokklusion verhindert werden muss, die eine Gewebsischämie induzieren kann. 
Zugleich ist ein zuverlässiger Verschluss des Gefäßlecks unabdingbar, um einen 
lebensgefährlichen Blutverlust zu verhindern. Deswegen ist die Hämostase ein komplex 
regulierter Prozess mit subtilen Kontrollmechanismen. 
Bindet Thrombin äquimolar an das endotheliale Transmembranprotein Thrombomodulin 
(TM), so kann dieser dimere Komplex Protein C (PC) bis zu 1500-fach, in Gegenwart von 
Phospholipidmembranen sogar bis 10000-fach, stärker aktivieren als Thrombin allein. 
Thrombin hat eine weitaus höhere Affinität zu TM als zu Fibrinogen, weswegen sich im 
Verlauf der Hämostase seine Hauptaufgabe von einem prokoagulatorischen zu einem 
antikoagulatorischen Enzym verschiebt (Salem HH et al. 1984; Lane DA et al. 2005). Das nach 
Abspaltung eines Dodekapeptids aus Protein C aktivierte Protein C (aPC) inaktiviert die 
Kofaktoren der Gerinnungskaskade FVa und FVIIIa, was eine verminderte Thrombinbilung 




aufgrund einer Punktmutation FV nicht mehr ausreichend proteolytisch spalten. Die so 
entstandene Resistenz des FVa gegen seinen proteolytischen Abbau durch aPC (APC-
Resistenz) führt bei den Betroffenen zu thrombembolischen Komplikationen (Kujovich JL 
2011). 
Der Kofaktor Protein S, der in Anwesenheit von Ca2+-Ionen eine stärkere Bindung von aPC an 
Membranphospholipide vermittelt, stellt eine enge Interaktion mit FVa und FVIIIa her und 
verstärkt deren proteolytische Degradation (Danese S et al. 2010; Andersson HM et al. 
2010). Außerdem scheint Protein S eine aktivierende Funktion auf den Tissue Factor 
Pathway Inhibitor (TFPI) zu haben, um somit dessen Funktion als Inhibitor des extrinsischen 
Initiatorkomplexes TF-FVIIa zu verstärken (Hackeng TM et al. 2006). TFPI wird hauptsächlich 
von Gefäßendothelzellen gebildet und dort zu 80% gebunden. In seiner physiologischen 
Funktion hemmt die Kunitz-Typ Protease TFPI den Aktivatorkomplex unter Bildung eines 
Dimers mit FXa, der sich anschließend mit TF und FVIIa zum aktiven Heterotetramer 
komplettiert (Kasthuri RS et al. 2010). Dabei geht die erste der drei Kunitz-Domänen eine 
Verbindung mit FVIIa, die zweite mit FXa ein (Morrissey JH 2001).  
Auch Antithrombin, ein Serpin, wirkt bedingt durch die Hemmung von Thrombin und FXa 
antikoagulatorisch. Bedeutsam ist diese Eigenschaft von Antithrombin in der Klinik dadurch, 
dass seine Aktivität durch Heparine vertausendfacht wird und so in der Prophylaxe und 
Therapie der tiefen Beinvenenthrombose und Lungenembolie eingesetzt werden kann 












I.2.1 Vorkommen und Verteilung im menschlichen Organismus 
Als ein zentraler Initiator des extrinsischen Gerinnungsweges ist TF in stark vaskularisierten 
Geweben und Organkapseln exprimiert, wo er eine prokoagulatorische Schutzhülle bildet 
(Butenas S et al. 2009).  Das größtenteils subendothelial lokalisierte Glykoprotein, dessen 
Genlokus sich auf Chromosom 1 p21-p22 befindet (Kao FT et al. 1988), kommt 
normalerweise nicht mit dem Blut in Kontakt. Ein Hauptexpressionsort stellen Fibroblasten 
der Adventitia dar (Wilcox JN et al. 1989). Es wird physiologischerweise nicht in 
Endothelzellen exprimiert. Jedoch können auch Endothelzellen unter gewissen Bedingungen 
TF synthetisieren. So zeigen sie unter dem Einfluss von Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), 
Histamin, Thrombin und oxidiertem LDL erhöhte TF-Aktivitäten (Breitenstein A et al. 2010). 
Periphere Blutzellen wie Lymphozyten und Erythrozyten zeigen keine TF-Aktivität (Drake TA 
et al. 1989). Dagegen sind periphere Blutmonozyten in der Lage, TF nach Stimulation mit 
bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS) zu synthetisieren und auf ihrer Zellmembran zu 
präsentieren (Drake TA et al. 1989). Inaktive Thrombozyten besitzen pre-mRNA für TF, die 
bei Aktivierung in reife mRNA gespleißt und dann translatiert wird (Schwertz H et al. 2006). 
So könnte sich auch das Vorkommen von TF auf thrombozytären Mikropartikeln erklären 
(Müller I et al. 2003). Dabei handelt es sich um Plasmamembranvesikel, die in humanem Blut 
zu 70 – 90% von Thrombozyten abstammen und bei Zellaktivierung und Apoptose in den 
Blutstrom freigegeben werden. Mikropartikel kommen dennoch bei gesunden Individuen 
vor, sind aber in erhöhter Konzentration bei verschiedenen Erkrankungen vorzufinden. 
Erhöhte Mikropartikel-Level im Blut gehen mit einem gesteigerten thrombembolischen 
Risiko und einem reduzierten Überleben bei Tumorerkrankungen einher (Flaumenhaft R et 
al. 2009; Morel O et al. 2006; Cimmino G et al. 2011; Geddings JE et al. 2016; Hisada Y et al. 
2018). 
Verschiedene Organe zeigen eine unterschiedliche TF-Expression (Abb. 2). So werden 
beispielsweise Gehirn, Plazenta, Niere und Herz durch eine erhöhte TF-Expression vor 







Organ Organteil Expressionsgrad 
Haut Epidermis +++ 
 Dermis - 
Darm Mucosa +++ 
 Submucosa - 
Gefäße Intima - 
 Media V (+) 
 Adventitia ++ 
Herz Myokard +++ 
 Endokard - 
Lunge Mucosa ++ 
 Submucosa - 
Gehirn Kortex +++ 
Niere Glomeruli +++ 
Skelettmuskulatur Myozyten - 
Leber Hepatozyten + 
 Gallengangsepithel - 
 
Abbildung 2: TF-Expression in menschlichen Organen 
-, keine; +, schwache; ++, moderate; +++, starke Expression; V, variable Expression, Stärke der Expression, wenn 
vorhanden, in Klammern (modifiziert nach Drake TA et al. 1989) 
 
Neben dem Konzept des parenchymgebundenen TF hat sich auch das des intravaskulären TF, 
dem sogenannten blood borne TF, durchgesetzt. So konnte TF in neutrophilen und 
eosinophilen Granulozyten nachgewiesen werden (Moosbauer C et al. 2007; Maugeri N und 
Manfredi AA 2015).  
I.2.2 Struktureller Aufbau von TF 
Das Typ-1 Transmembranprotein TF ist ein 47 kDa Glykoprotein und besteht aus einer 
Polypeptidkette mit 263 Aminosäuren. Die Aminosäuren 1-219 bilden den extrazellulären N-
Terminus, 220-242 die Transmembrandomäne und 243-263 den zytosolischen C-Terminus 
(Daubie V et al. 2007). Der extrazelluläre Anteil umfasst zwei Fibronektin-Typ-III-Domänen, 
die gelenkartig miteinander verbunden sind. Sie kommen typischerweise in extrazellulären 
Proteinen, Enzymen und Adhäsionsproteinen vor (Steward A et al. 2002). Das Protein weist 




Zytokinrezeptor klassifiziert wird. Die extrazelluläre Domäne kann an drei Stellen N-
glykosyliert sein. Außerdem besitzt sie die beiden Disulfidbrücken Cys49-Cys57 und Cys186-
Cys209. Der Carboxyterminus besitzt ein einziges Cystein, Cys245, das mit einem Palmitinsäure- 
oder Stearinsäurerest assoziiert ist und das stabilisierende Funktionen durch eine 
verbesserte Membranverankerung erfüllt. Außerdem hat TF drei Serinreste, von denen 
Ser253 durch die Proteinkinase Cα und Ser258 durch die Proline-directed-Kinase phosphoryliert 
werden kann. Die erste Phosphorylierung wird durch die zweite bedingt. Wird Cys245 mutiert, 
so kommt es aufgrund der fehlenden Palmitoylierung zu einer verstärkten Phosphorylierung 
von Ser258 (Versteeg HH und Ruf W 2006; Harlos K et al. 1994; Butenas S et al. 2009, Eilertsen 
KE und Østerud B 2004, Dorfleutner A und Ruf W 2003).  
Neben dem membranständigen TF ist darüber hinaus noch eine natürliche, im Plasma 
lösliche Isoform bekannt, die ein alternatives Spleißprodukt des 12,4 kb F3-Gens auf 
Chromosom 1 darstellt. Bei diesem sogenannten alternatively spliced human TF (asHTF), der 
die zweite Quelle für intravaskulären TF darstellt, wird das Exon 6 direkt an das Exon 4 
gespleißt (Bogdanov VY et al. 2003). Das die transmembranöse Domäne enthaltende Exon 5 
entfällt, worauf ein lösliches Protein entsteht, das 206 Aminosäuren umfasst und in seinen 
ersten 166 Aminosäuren der extrazellulären Domäne von TF entspricht. Die 
prokoagulatorische Funktion von asHTF ist fraglich. 
I.2.3 Aufgaben und Funktion 
Die Hauptaufgabe von TF liegt in der Funktion als essentieller Kofaktor von FVII/FVIIa bei der 
Hämostase. TF positioniert FVII/FVIIa und fungiert dadurch als allosterischer Aktivator (Rand 
KD et al. 2006), hat aber eine höhere Affinität zu FVIIa als zu FVII. FVIIa erlangt seine volle 
proteolytische Aktivität durch die Anlagerung an TF, verweilt also zunächst in einem 
zymogenähnlichen Zustand. Das einkettige Zymogen FVII wird bei der Aktivierung in eine 
leichte und eine das katalytische Zentrum tragende schwere Kette mit neuem N-Terminus 
überführt. Nur durch die Interaktion mit TF gelingt aber die für seine Aktivität essentielle 
Bildung einer intramolekularen Verbindung von Ile153 und Asp343 in der Aktivierungstasche 
von FVIIa. Durch diese Kofaktorabhängigkeit nimmt FVII eine Sonderstellung in der Familie 
der trypsinähnlichen Serinproteasen ein, in denen diese Aktivierung typischerweise spontan 




Außerdem kontaktiert der N-terminale Anteil von TF die proteolytische Domäne von FVIIa 
und vermindert deren Flexibilität. Dabei richtet er diese den Zielsubstraten entgegen, indem 
das katalytische Zentrum möglichst weit von der Membranverankerung absteht (McCallum 
CD et al. 1996; Kirchhofer D et al. 2000). Stabilisierung erfährt der binäre Komplex aus der 
Bindung an die erste Epidermal-Growth-Factor-Domäne (EGF1) von TF und der γ-
Glutaminsäure-Domäne von FVIIa (Osterlund M et al. 2005).  
Durch seine Strukturhomologie zu Interferonrezeptoren kann TF nicht nur als Kofaktor zur 
Hämostase agieren, sondern auch als echter Rezeptor mit intrazellulärer Signaltransduktion. 
Darauf weisen auch die beiden zytoplasmatischen Phosphorylierungsstellen hin. So konnte 
einerseits gezeigt werden, dass FVIIa nur in Anwesenheit von TF in der Lage ist, den 
proinflammatorisch wirkenden G-Protein gekoppelten Protease-aktivierten Rezeptor 2 
(PAR2) zu aktivieren (Camerer E et al. 2000; Coughlin SR et al. 2003). Andererseits übt der 
intrazelluläre Carboxyterminus kontrollierende Funktionen auf PAR2 aus. Denn ist der 
zytoplasmatische Anteil deletiert, so kommt es zu einer beschleunigten Angiogenese. Dieser 
TF-PAR2 Signalweg soll bei einer Verletzung die vaskuläre Integrität in Gegenwart von 
Zytokinen und Entzündungsmediatoren wiederherstellen. PAR2 induziert auch die 
Phosphorylierung von TF, wodurch die angiogene Funktion in Gang gesetzt wird (Belting M 
et al. 2004). 
I.2.4 Aktivierung von TF 
Nach heutiger Auffassung liegt das TF-Molekül in zwei funktionell unterschiedlichen 
Zuständen vor. Als encrypted TF bezeichnet man die koagulatorisch unwirksame Form, 
wohingegen decrypted TF gerinnungsaktiv ist. Dabei spielt das intramolekulare Cysteinpaar 
Cys186-Cys209 eine zentrale Rolle. Im reduzierten Zustand mit freien Thiolen an Cys186 und 
Cys209 verliert TF seine prokoagulatorische Potenz, behält aber seine Signalfunktionen. Die 
Oxidation zur Disulfidbrücke erfolgt nach Zellschädigung beispielsweise durch die Protein-
Disulfid-Isomerase (PDI), einer Oxidoreduktase des endoplasmatischen Retikulums (ER), und 
führt zur TF-Aktivierung (Reinhardt C et al. 2008).  
Da PDI normalerweise intrazellulär lokalisiert ist, liegt der Verdacht nahe, dass bei einer 
Zellschädigung, wie sie schon bei einer Bagatellverletzung auftritt, das Protein aus seinem 
ursprünglichen Funktionsbereich herausgelöst wird. So kommt dessen katalytische oder 




Einzelzelle zwar verloren, aber ihre Ausstattung an Proteinen, Nukleinsäuren und anderen 
Bestandteilen kann dem übrigen Organismus noch nützlich sein, indem sie den 
entstandenen Schaden durch Initiation und Beschleunigung der Hämostase in Grenzen hält. 
Dieser Idee folgend wurden daher für die Erstellung dieser Arbeit Lysate humaner und 
muriner Zellen auf deren prokoagulatorische Potenz im Sinne einer TF-Aktivierung 
untersucht. Der prokoagulatorisch wirksame Bestandteil des Lysates wurde dann mittels 
hemmender Antikörper identifiziert. Des Weiteren wurden defiziente Zellen mit 
Wildtypzellen oder Retransfektanten verglichen.  
Da schon für PDI TF-aktivierende Eigenschaften gezeigt werden konnten (Reinhardt C et al. 
2008; Manukyan D et al. 2008), rückten vor allem Proteine des ER ins Zentrum des 
Interesses. Dabei lag der Schwerpunkt auf den Mitgliedern des Peptide-Loading Complex 
(PLC), zu dessen Aufbau unter anderem PDI und das verwandte ERp57 gehört (Santos SG et 
al. 2007). 
I.3 Der PLC 
Physiologie der Peptidbeladung im PLC und Antigenpräsentation: 
Der PLC ist eine multimere Funktionseinheit im ER und erfüllt in dessen Lumen zwei wichtige 
physiologische Aufgaben. Einerseits erhöht er die Stabilität des noch nicht beladenen MHC 
Klasse I und vermittelt andererseits dessen Beladung mit Peptidfragmenten. Diese 
Peptidfragmente entstammen dem 26S-Proteasom, das mit seiner regulierenden Domäne 
ubiquitinylierte Strukturproteine, Transkriptionsfaktoren, sowie fehlgefaltete und pathogene 
Proteine in eukaryotischen Zellen erkennt und proteolysiert (Bedford L et al. 2010). Die 
entstandenen Peptidfragmente werden über den Transporter associated with Antigen 
Processing (TAP) in das ER-Lumen geschleust und von den ER-Aminopeptidasen 1 und 2 
(ERAP1 und 2) auf die Länge von acht bis zehn Aminosäuren gekürzt. TAP assoziiert mit dem 
Chaperon Tapasin und bildet das Zentrum des PLC. Dieser TAP-Tapasin-Komplex rekrutiert 
die Lektine Calnexin (CNX) und dessen lösliches Analogon Calreticulin (CRT), sowie PDI und 
ERp57 als enzymatische Komponente, so dass die Bindetasche von MHC Klasse I erfolgreich 
mit den Antigen-Peptidfragmenten beladen werden kann (Abb. 3) (Røder G et al. 2008). Der 
beladene MHC Klasse I-Komplex dissoziiert vom PLC, verlässt das ER und wandert an die 





Abbildung 3: Der PLC 
(Wearsch PA et al. 2008) 
 
 
CNX und ERp57 wirken unterstützend auf die Bildung von Disulfidbrücken innerhalb des 
Histocompatibility Complex (HC), der sich anschließend mit β2-Mikroglobulin (B2M) zu 
einem Heterodimer verbindet. Dieser wird bis zur Beladung mit den Peptidfragmenten durch 
Tapasin, ERp57 und CRT stabilisiert. Durch TAP1 und TAP 2 werden die vom Proteasom 
stammenden Peptidfragmente eingeschleust und von ERAAP/ERAP1 und ERAP2 bis zu der 
geeigneten Größe weiter prozessiert, um dann auf den leeren MHC Klasse I geladen zu 
werden (Wearsch PA et al. 2008). 
Die einzelnen Komponenten des PLC, deren Untersuchung hinsichtlich der TF-Aktivierung 
Teil dieser Arbeit waren, werden im Folgenden näher charakterisiert. 
MHC Klasse I und B2M: 
Das MHC Klasse I besteht aus einer membrangebundenen schweren α-Kette, einer löslichen 
Komponente in Form von B2M, und dem in der Bindetasche der schweren Kette befindlichen 
Peptidfragment. Die schwere Kette wird aus der α1-, α2-, und der α3-Untereinheit 




Bindetasche für das Peptidfragment zwischen der α1- und der α2-Untereinheit befindet 
(Apostolopoulos V et al. 2008).  Jedes dieser Peptidfragmente repräsentiert ein zytosolisches 
Protein dieser Zelle, so dass über MHC Klasse I das gesamte aktuelle Wirtsproteom 
zytotoxischen T-Zellen präsentiert wird. Zytotoxische CD8+ T-Zellen tasten die Peptide stetig 
ab und beantworten jede Abweichung in Form von viralen, fehlgefalteten oder 
Tumorproteinen mit der Zerstörung der Wirtszelle (Panter MS et al. 2012; Sijts EJ et al. 
2011).  
Das 99 Aminosäuren umfassende, nicht kovalent gebundene B2M besteht aus sieben 
antiparallelen β-Faltblättern, von denen die Faltblätter D und E die Bindung an die schwere 
α-Kette von MHC Klasse I vermitteln. Außerdem nimmt es stabilsierende Funktionen 
innerhalb des PLC wahr. B2M spielt bei der Amyloidose (Eichner T et al. 2011) eine 
bedeutende Rolle und kann z.B. beim multiplen Myelom erhöht sein (Barlogie B et al. 1989). 
PDI und ERp57: 
Durch die Proteinausstattung des ER werden neu synthetisierte Proteine durch korrekte 
Faltung und posttranslationale Modifikationen in ihren Funktionszustand überführt. PDI und 
ERp57 haben Oxidase-, Reduktase- und Isomeraseaktivität, so dass sie Disulfidbrücken 
herstellen, spalten und modifizieren können. Der Aufbau von PDI und ERp57 ist mit den 
beiden katalytischen, jeweils ein CXXC-Motiv umfassenden Domänen a und a‘, sowie den 
dazwischenliegenden nicht-katalytischen Domänen b als Strukturelement und b‘, das 
peptidbindende Funktionen aufweist, ähnlich. Die c-Domäne am C-Terminus besteht bei PDI 
aus zahlreichen sauren Aminosäuren, bei ERp57 jedoch vermehrt aus basischen 
Aminosäuren (Ellgaard L et al. 2005). 
ERp57 hat trotz dem PDI-ähnlichen Aufbau unterschiedliche physiologische Funktionen. Die 
b‘-Domäne von ERp57 bindet beispielsweise die P-Domäne der Lektine CNX und CRT, 
wodurch es besonders für die Qualitätskontrolle von Glykoproteinen wichtig ist (Hatahet F et 
al. 2009). Außerdem kann ERp57 kovalent an Tapasin gebunden sein (s. u.) und kann das 






Die Abb. 4 zeigt den strukturellen segmentalen Aufbau von drei Mitgliedern der PDI-Familie, 




Abbildung 4: PDI-Familienmitglieder PDI, ERp57 und ERp27 
PDI und sein strukturähnlichstes Analogon ERp57 sind jeweils mit den katalytischen Domänen a und a‘ sowie 
mit den Strukturdomänen b und b‘ ausgestattet. ERp27 besitzt nur die beiden Strukturdomänen (Alanen HI et 
al. 2006). 
CNX und CRT: 
Das 90 kDa schwere CNX ist ein Typ I Transmembranprotein des ER, das einen 
zytoplasmatischen C-Terminus und einen luminalen N-Terminus besitzt. Das strukturanaloge 
60 kDa schwere CRT ist als lösliches Protein im ER-Lumen lokalisiert (Williams DB 2006). Neu 
synthetisierte Proteine werden bei der Einschleusung in das ER mit einem Glykan aus drei 
Glukose-, neun Mannose- und zwei N-acetyl-Glukosaminmolekülen ausgestattet (Hebert DN 
et al. 2007), welches ein spezifisches Bindemotiv für CNX und CRT darstellt. Beide Chaperone 
können auch mit Polypeptidmustern nicht-glykosylierter Proteine interagieren (Ihara Y et al. 
1999). CNX und CRT bestehen aus einer globulären Lektindomäne und einer ausladenden, 
prolinreichen P- oder Armdomäne, die ERp57 an ihrer Spitze bindet. Zusammen mit anderen 
Chaperonen bilden CNX, CRT und ERp57 den Calnexinzyklus, der die Faltung und 
Qualitätskontrolle für N-glykosylierte Proteine übernimmt (Kozlov G et al. 2010). Dabei 
verhindern sie die Aggregation der neuen Proteine und ermöglichen so die ungestörte Arbeit 
der beteiligten Enzyme wie der Oxidoreduktase ERp57. Diese stabilisierende Funktion wird 
von einem Ca2+-Ion der Lektindomäne ermöglicht (Pocanschi CL et al. 2011), wohingegen die 







Tapasin ist ein 428 Aminosäuren umfassendes Transmembranprotein des ER, das zur Ig-
Superfamilie gehört (Ortmann B et al. 1997). Als zentrales Chaperon des PLC vermittelt es 
die Verbindung zwischen TAP und dem noch leeren MHC Klasse I, weswegen es auch TAP-
bindendes Protein (TAPBP) genannt wird. Dabei stabilisiert es MHC Klasse I und hält es bis 
zur Beladung mit dem Peptidfragment über sein doppeltes Lysinmotiv KKKAE am 
zytoplasmatischen C-Terminus im ER fest (Li S et al. 1997). Außerdem entsteht aus Cys95 von 
Tapasin und Cys57 von ERp57 ein über eine Disulfidbrücke gebundenes Heterodimer. Auf 
diese Weise werden eine Oxidoreduktase und indirekt Lektine mit dem PLC assoziiert 
(Raghavan M et al. 2008; Panter MS et al. 2012). Eine Disulfidbrücke zwischen Tapasin und 
PDI, das der Struktur von ERp57 am ähnlichsten ist, wurde nicht beobachtet (Dong G et al. 
2009). Eine fehlerhafte oder fehlende Expression von Tapasin führt zu einer herabgesetzten 
Präsentation von MHC Klasse I an der Zelloberfläche (Garbi N et al. 2000). 
I.4 Ziel der Forschungsarbeit 
TF stellt einen zentralen prokoagulatorischen Kofaktor und inflammatorischen Mediator dar. 
Seine zentrale Stellung in physiologischen und pathologischen Prozessen führte zu der 
Hypothese, dass TF selbst einem Kontroll- und Aktivierungsmechanismus unterworfen sein 
muss, der unmittelbar nach einer traumatischen Gewebsverletzung initiiert wird. 
Daher bestand das Ziel dieser Arbeit darin, die Beteiligung von Proteinen des 
endoplasmatischen Retikulums, insbesondere des PLC, bei der posttranslationalen 
Aktivierung von TF zu analysieren und damit frühe Initiatoren und neue Aktivatoren des 
extrinsischen Gerinnungsweges zu charakterisieren.  Außerdem wurde auch der Einfluss von 
Temperatur und pH-Wert untersucht. 
Folgende Fragen wurden vor Durchführung der Experimente formuliert:  
1. Führt eine Zelllyse zur Aktivierung von TF? 
2. Tragen die PDI-Analoga ERp57 und ERp27 zur TF-Aktivierung bei? 
3. Welche Bedeutung haben Proteine des PLC bei der TF-Aktivierung? 









ELISA-Reader MR7000 Dynatech Laboratories (Alexandria, USA) 
Lichtmikroskop Axiovert100 Zeiss (Jena, D) 
Mini-MACS-Trennsäulen Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D) 
pH-Glaselektrode Hanna Instruments (Kehl a. Rhein, D) 
pH-Meter Hanna Instruments (Kehl a. Rhein, D) 
Photometer Spectra Rainbow TECAN (Crailsheim, D) 
Schüttler Typ KS 250 basic IKA-Labortechnik (Staufen, D) 
Spritzenfilter 0.2μm Roth (Karlsruhe, D) 
Ultraschallgerät Branson Sonifier Cell 
Disrupter B-15 
Heinemann (Schwäbisch Gmünd, D) 
Vortex Genie-2 Scientific Industries (Bohemia, USA) 
Zellkulturbank Heraeus, LaminAir, HLB 2472 (Hanau, D) 
Zentrifugen: Rotina 35R/Universal 32, 
Mikro 22R 








Mikrotiterplatten 6, 12, 96 Vertiefungen Becton Dickinson (Heidelberg, D) 
Parafilm American Can Company (Greenwich, USA) 
Pasteurpipetten Brand (Wertheim, D) 
Pipettenspitzen D10, D200, D1000 Gilson (Limburg-Offheim, D) 
Stripetten 5 ml, 10 ml Corning (Lowell, USA) 
Vakuumfiltrationsaufsätze 2,0 μm, 500 ml Hartenstein Laborbedarf GmbH (Würzburg, D) 
Zellkulturflaschen 25 cm2, gerader Hals Becton Dickinson (Heidelberg, D) 
Zellkulturflaschen 75 cm2, gerader Hals Becton Dickinson (Heidelberg, D) 
Zellkulturflaschen 175 cm2, gerader Hals Becton Dickinson (Heidelberg, D) 
 
II.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Substrate 
Chemikalien, Reagenzien und Substrate Hersteller 
BC von Willebrand-Reagenz Dade Behring (Marburg, D) 
Blutserum, Kaninchen Rockland (Gilbertsville, USA) 
Ficoll-Paque PLUS GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg, D) 
Geneticin (G-418) Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Innovin® Dade Behring (Marburg, D) 
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen (Karlsruhe, D) 
LPS (Lipopolysaccharid) Sigma (Deisenhofen, D) 
Penicillin/Streptomycin PAA-Laboratories (Pasching, A) 




Protein Assay Reagent A Bio-Rad Laboratories GmbH (München, D) 
Protein Assay Reagent B Bio-Rad Laboratories GmbH (München, D) 
RecombiPlasTin Instrumentation Laboratory (Lexington, USA) 
S2222™ Haemochrom Diagnostica GmbH (Essen, D) 
Salzsäure 37% Roth (Karlsruhe, D) 
Trypanblau Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
Trypsin EDTA PAA-Laboratories (Pasching, A) 
 
II.1.4 Puffer und Lösungen 
Alle Chemikalien zur Herstellung der Puffer wurden von den Firmen Sigma-Aldrich 
(Deisenhofen, D), Roth (Karlsruhe, D) und Merck (Darmstadt, D) bezogen und sind nicht 
gesondert aufgeführt. 
Puffer und Lösungen Zusammensetzung/Hersteller 
Antikörperpuffer 5 mM EDTA; 0,5% BSA; in PBS; pH 7,4 
Monozytenwaschpuffer 1 mM EDTA; 0,15% BSA; in PBS; pH 7,4 
PBS Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
Gelatine 2% Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
Resuspensionspuffer 138 mM NaCl; 12 mM NaHCO3; 5 mM D-Glucose; 5 
mM Hepes; 2,7 mM KCl; 1 mM MgCl26H2O; 0,4 
mM NaH2PO42H2O; in aqua bidest; pH 7,35 





II.1.5 Antikörper und Proteine 
Antikörper und Proteine Hersteller/Bezugsquelle Zielantigen  
Calreticulin Biomol (Hamburg, D)   
ERp27, ERp27 Domäne 1, 
ERp27 (Cys:Ala) 
Prof. Lloyd Ruddock (Oulu, 
FIN) 
  





Biomol (Hamburg, D) C-Terminus Calnexin  
Kaninchen anti-Calnexin 
(SPA-865) 
Biomol (Hamburg, D) N-Terminus Calnexin  
Kaninchen anti-ERp57 Abcam (Cambridge, UK) ERp57  
Kaninchen Isotypkontrolle 
IgG 
Zymed®Laboratories      
(San Francisco, USA) 
  
B2M AbD Serotec (Oxford, UK)   
Maus anti-B2M IgG2a Acris (Herford, D) β2-Mikroglobulin  
Maus anti-B2M IgG2b Acris (Herford, D) β2-Mikroglobulin  
Maus anti-Calreticulin IgG1 BD Biosciences Europe 
(Erembodegem, BE) 
Calreticulin  
Maus anti-MHC Klasse I 
B9.12.1 
Dr. François Lemonnier 
(Paris, F) 
MHC Klasse I  
Maus anti-MHC Klasse I 
W6/32 IgG2a 
Dr. med. G. Moldenhauer 
(Heidelberg, D) 




Maus anti-PDI IgG2a Affinity BioReagents 
(Golden, USA) 
PDI  
Maus anti-TF VIC7, Maus 
anti-TF VIC12 
Dr. Sybille Albrecht 
(Dresden, D) 
Humaner TF  
Maus Isotypkontrolle IgG1 Invitrogen (Karlsruhe, D)   
Maus Isotypkontrolle IgG2a Invitrogen (Karlsruhe, D)   
Maus Isotypkontrolle IgG2b Acris (Herford, D)   
NovoSeven® Novo Nordisk Pharma 
GmbH (Mainz, D) 
  
PDI Labor Prof. Engelmann   




D-MEM 1,0 g/L Glucose Invitrogen (Karlsruhe, D) 
D-MEM 4,5 g/L Glucose Invitrogen (Karlsruhe, D) 
ECGM PromoCell (Heidelberg, D) 
FBS Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Freezing Medium ibidi (Martinsried, D) 
MEM-α Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Opti®MEM Invitrogen (Karlsruhe, D) 








CHO CCL-61, American Type Culture Collection 
Daudi Peter Cresswell, Ph.D. (New Haven, USA) 
Daudi + B2M Peter Cresswell, Ph.D. (New Haven, USA) 
HEK-293 Prof. Dr. Marius Ueffing (München, D) 
HUVEC  PD Dr. Stefan Linder (München, D) 
LCL.220B*4402 Peter Cresswell, Ph.D. (New Haven, USA) 
LCL.220B*4402 + TPN Peter Cresswell, Ph.D. (New Haven, USA) 
K562 PD Dr. Frank Momburg (Heidelberg, D) 
K562.A2 PD Dr. Frank Momburg (Heidelberg, D) 
MEF K41 Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH) 
MEF K42 (CRT-/-) Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH) 
MEF 22175tag Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH) 
MEF 2175.C10 57-/- Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH) 
MEF WTM1C (sCNX) Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH) 
MEF KO mix Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH) 
THP-1 DSMZ ACC 16, Deutsche Sammlung von 







II.2.1 Grundsätzlicher Versuchsaufbau  
Die komplexen Abläufe der Hämostase wurden größtenteils in einem vereinfachten 
Wundmodell simuliert. So wurden die durch eine Verletzung zerstörten Zellen durch 
unterschiedliche Zelllysate repräsentiert. Die unmittelbar nach der Verletzung eintretende 
Hämostase wurde auf verschiedene Tissue Factor-Proteine (siehe unten) und die isolierten 
Gerinnungsfaktoren FVIIa und FX reduziert. Wie schon erwähnt bildet TF mit diesen beiden 
Faktoren die Achse der extrinsischen Hämostase.  
II.2.2 TF 
Als TF-Spezies wurden folgende Proteine, Reagenzien und lebende Zellen herangezogen:  
 Löslicher TF mit 214 und 218 Aminosäuren ohne Transmembrandomäne (soluble TF; 
sTF214 und sTF218) in einer Konzentration von 20 ng/ml bzw. 40 ng/ml. 
 Innovin®, ein TF-haltiges Reagenz, das zur Bestimmung der Prothrombinzeit 
diagnostische Relevanz hat. Dabei ist TF in Lipidvesikeln rekonstituiert. Es 
repräsentiert full length TF (flTF). 
 THP-1, eine monozytäre Leukämiezelllinie 
 Humane Monozyten, die nach der Isolation aus Vollblut mit LPS zur verstärkten 
Expression von inaktivem TF angeregt wurden. 
II.2.3 Zellkultur 
II.2.3.1 Durchführung der Zellkultur 
Der folgende Ablauf gilt für alle verwendeten Zelllinien. Besonderheiten in der Kultur 
einzelner Zelllinien werden weiter unten erläutert. Alle Verbrauchsgegenstände, 
Chemikalien und Medien für die Zellkultur waren steril. Die Arbeitsschritte fanden unter 
einer Zellkulturbank mit laminarem Luftzug statt. Nach dem Auftauen und Zentrifugieren des 
Einfriermediums wurden die Zellen im jeweiligen Medium resuspendiert und in die 
Zellkulturflaschen gegeben. Im Brutschrank wurden sie bei 37°C, 5%CO2 und 95% 
Luftfeuchtigkeit inkubiert, bis die Konfluenz bei adhärenten, beziehungsweise bis ein Anstieg 
der Zellpopulation bei nicht-adhärenten Zellen, erreicht war. Kontrollinspektionen auf 
Wachstum und etwaige Kontamination erfolgten täglich. Der erste Mediumwechsel erfolgte 
am nächsten Tag, danach alle zwei Tage. Adhärente Zellen wurden geerntet, indem zunächst 




Zugabe von Trypsin-EDTA von dem Flaschenboden gelöst waren, wurde die Trypsinaktivität 
durch Zugabe von FBS gestoppt. Anschließend wurde die Zellsuspension mit einer Stripette 
in ein Falcon-Röhrchen überführt und zentrifugiert. Nach dem Abgießen des Überstandes 
wurden die Zellen gewaschen, indem das zentrifugierte Zellpellet zweimal mit Puffern oder 
Medium resuspendiert wurde. Danach waren die Zellen bereit für die Versuche oder wurden 
gesplittet bzw. für spätere Zwecke mit Einfriermedium eingefroren. Dazu wurde das 
jeweilige Zellpellet in Einfriermedium aufgenommen und zunächst bei - 80° C eingefroren, 
bis es nach ein paar Tagen in den Sickstofftank überführt wurde. 
II.2.3.2 Spezielle Zellkulturbedingungen der verschiedenen Zelllinien 
CHO: CHO-Zellen wurden in 90% MEM-α, 9% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin inkubiert. 
Das Ablösen des Zellrasens nach Konfluenz erfolgte mit PBS/EDTA. 
THP-1 und HEK-293: Diese Zelllinien wurden in 90% RPMI 1640, 9% FBS und 1% 
Penicillin/Streptomycin inkubiert. 
HUVEC: HUVEC wurden in 50% Promocell ECGM, 40% D-MEM (1g/L Glucose), 9% FBS und 
1% Penicillin/Streptomycin inkubiert. Die leeren Kulturflaschen erhielten zunächst einen 
Boden aus 0,2% Gelatine. Nach halbstündiger Inkubation bei 37°C wurde die übrige 
Gelatinelösung abgenommen und PBS zur Spülung der Flasche eingebracht. Nach dem 
Waschen konnten die Zellen ausgesät werden. 
MEF: Insgesamt lagen sechs verschiedene MEF-Zelllinien vor; eine ERp57 defiziente 
Mutante, eine CRT defiziente Mutante, eine Mutante, die sCNX ausbildet, und drei 
korrespondierende Wildtyplinien.  
Für die Untersuchung von ERp57 wurden verwendet: 
 Mutante MEF 2175.C10 57-/- 
 Wildtyp MEF 22175tag 
Diese Zellen benötigten 90% D-MEM, 9% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin. 
Für die Untersuchung von CRT wurden verwendet: 
 Mutante MEF K42 




Diese Zellen benötigten 91% MEMα, 8% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin.  
Für die Untersuchung von sCNX wurden verwendet: 
 Mutante KO MEF mix 
 Wildtyp MEF WTM1C 
Diese Zellen benötigten 90% D-MEM, 9% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin. 
Die Zellen wurden bereits bei einer Konfluenz von maximal 50% geerntet, da sie sich sonst 
rasch vom Flaschenboden lösen und nekrotisch werden. Außerdem bildeten die Zellen bei 
einem höheren Konfluenzgrad starke Zell-Zell-Adhäsionen aus, die sich schlecht lösen ließen 
und das Zählen einzelner Zellen im Mikroskop erschwerten. Die Ablösung erfolgte mit 
PBS/EDTA.  
K562: Die K562-Zellen wurden in 90% RPMI 1640, 9% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin 
inkubiert. Das Medium für die retransfizierten K562.A2 enthielt zusätzlich 0,5 mg/ml 
Geneticin (G-418).  
LCL.220B und Daudi: Diese Zelllinien und ihre Retransfektanten wurden in 90% RPMI 1640, 
9% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin inkubiert. 
II.2.3.3 Zählen der Zellen 
Aus der Suspension geernteter Zellen wurde eine Verdünnung im Verhältnis 1:10 verwendet. 
Anschließend wurde das gleiche Volumen einer 0,05%igen Trypanblau-Lösung 
hinzupipettiert. 2 µl der Mischung wurden in die Neubauer-Zählkammer eingebracht, in der 
die Zellen in vier Quadranten ausgezählt wurden. Unter Berücksichtigung des 
Verdünnungsfaktors konnte – neben der mikroskopischen Beurteilung der Zellvitalität - so 
die Zellkonzentration in der Ausgangssuspension berechnet werden.  
II.2.4 Lysatherstellung 
Die Zelllyse erfolgte rein physikalisch ohne den Zusatz von Tensiden wie Triton® X-100 oder 
SDS. Nach allen Lyseverfahren wurde das Ergebnis mikroskopisch kontrolliert, indem eine 
Lysatprobe mit Trypanblau gefärbt wurde. Die zerstörten Zellen nahmen den Farbstoff auf 
oder es konnten unter dem Mikroskop die Zellfragmente identifiziert werden. 




1. Lysieren durch Pipettenstöße: Dabei wurden nach der Zentrifugation 40 Stöße auf das 
Zellpellet mittels Pipette und 200 μl Pipettenspitze ausgeführt. Dabei konnten mikroskopisch 
nur wenige beschädigte Zellen identifiziert werden. 
2. Lysieren durch Ultraschall: In einem Gesamtvolumen von 200 μl wurden die Zellen mittels 
Ultraschallsonde für 10 bis 50 Sekunden bei 150 Watt lysiert. Mikroskopisch zeigte sich eine 
komplette Zerstörung der Zellen. Gegen die Überhitzung wurde die Prozedur im Kühlraum 
bei 4°C auf Eis durchgeführt. 
3. Lysieren durch Stickstoff: Die resuspendierten Zellen wurden dreimal für jeweils eine 
Minute in flüssigen Stickstoff getaucht und anschließend im Wasserbad bei 20°C wieder 
aufgetaut. Wurde das Zelllysat nicht sofort für Versuche verwendet, so wurde es unmittelbar 
nach der dritten Stickstoffbehandlung bei - 80°C konserviert.  
II.2.5 Monozytenisolation und Monozytenstimulation 
Zur Isolation von Monozyten wurden 50 ml Vollblut aus der V. mediana cubiti von gesunden 
Spendern im Alter von 19 bis 40 Jahren nach ausreichender Hautdesinfektion entnommen. 
Vor der Blutentnahme erfolgte eine Anamnese. Spender, die regelmäßig oder bei Bedarf 
Medikamente einnahmen oder an einer Störung der Blutgerinnung litten, wurden nicht als 
Spender herangezogen. Die Geschlechterverteilung war zufällig. Das Blut wurde nach der 
Abnahme sofort mit einer 12,5 mM Trinatriumcitratlösung antikoaguliert. Die 
Leukozytenmanschette, die sich nach der Zentrifugation (15 Minuten, 1300 rpm) zwischen 
der Erythrozyten- und der Plasmaphase gebildet hatte, wurde mit PBS im Verhältnis 1:4 
verdünnt. Die verdünnten Leukozyten wurden auf Ficoll-Paque übertragen und einer 
Dichtegradientenzentrifugation unterzogen. Die so aufgereinigte Leukozytenphase wurde 
mit Monozytenwaschpuffer resuspendiert und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 400 μl 
Antikörperpuffer aufgenommen und mit 50 μl CD14-Microbeads gemischt. Diese 
magnetischen Antikörper binden das Monozyten-spezifische CD14. Nach 15-minütiger 
Inkubation bei 4°C wurde die Zellsuspension in eine mini-MACS-Säule gefüllt und dreimal mit 
Antikörperpuffer gespült, während die mit den Microbeads gebundenen Monozyten im 
Magnetfeld haften blieben. Im Anschluss daran wurde die Säule aus dem Magnetfeld 




Zur Stimulation wurden isolierte Monozyten in einer Konzentration von 3·106 Zellen/ml in 
RPMI-1640 Zellkulturmedium für 4 Stunden bei 37°C und 5%CO2 mit Lipopolysaccharid (LPS) 
10 ng/ml inkubiert. Monozytäres CD14 bindet LPS, wodurch über den Toll-like-Rezeptor 4 
(TLR4) und das akzessorische Protein MD-2 MAPK-Signalwege und der MyD88-abhängige 
IκB-NFκB-Signalweg aktiviert werden. So werden Transkriptionsfaktoren phosphoryliert, was 
schließlich zu einer Induktion der TF-Synthese der Monozyten führt (Guha M and Mackman 
N 2001). 
II.2.6 Faktor Xa-Bildung im Two-Stage-Assay 
In die Vertiefungen einer 96-Mikrotiterplatte wurden 20 μl einer 20 mM CaCl2-Lösung 
vorgelegt, in die die vorbereiteten Proben pipettiert wurden. Zu den Reaktionsansätzen 
wurde zuerst 1 μM FVIIa und nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten 5 μM FX 
hinzugefügt. Komplettiert wurde der Reaktionsansatz durch 10 μl S2222. Die 
Serinproteaseaktivität des durch die zu erwartenden Reaktionen gebildeten FXa spaltet vom 
farblosen chromogenen Substrat S2222 den gelben Farbstoff p-Nitroanilin ab, mit dem 
photometrisch bei einer Wellenlänge von 405 nm (Referenzfilter 550 nm) die Aktivität des 
umgesetzten FXa bestimmt wurde. Diese ist proportional zu der Menge an funktionellem TF 
in den Proben, ohne die die Aktivierung des FX nicht erfolgt wäre. Eine Hemmung mit anti-
TF-Antikörper erfolgte zum Nachweis eines direkt TF-abhängigen Prozesses. Parallel hierzu 
wurde aus rekombinantem TF (HemosIL™ RecombiPlasTin) eine Standardkurve aus sechs 
unterschiedlichen Konzentrationen ermittelt. 
II.2.6.1 Antikörperhemmversuche 
Zur Detektion prokoagulatorisch wirksamer Proteine wurden neutralisierende Antikörper 
verwendet. Diese hemmten die Funktion und resultierten in einer verminderten FXa-Bildung. 
Die TF-Quelle und der Antikörper wurden vor der Zugabe des Lysates im Reaktionsgefäß 
vorgelegt. Nach der Zugabe inkubierte der Reaktionsansatz 5 Minuten, ehe er in die 
Mikrotiterplatte pipettiert wurde. 
II.2.6.2 Versuche mit defizienten Zellen 
Nach dem Ernten der defizienten und der korrespondierenden Wildtypzellen wurden diese 
gezählt und auf die zu verwendende Konzentration gebracht. Danach wurden sie lysiert oder 






Die prokoagulatorische Aktivität von sTF214, sTF218 und THP-1-Zellen wurde bei pH 6,4 im 
Vergleich zum physiologischen pH 7,4 getestet. Dazu wurden die zu untersuchenden 
Proteine und Zellen in einem Volumen von 20 μl bei pH 7,4 vorgelegt. Anschließend wurden 
50 μl Puffer in vorher eingestellten pH-Werten hinzugefügt, so dass sich nach dem Mischen 
die zu untersuchenden pH-Werte einstellten. Um beispielsweise im Endvolumen von 70 μl 
den pH auf 6,8 einzustellen, wurden 50 μl eines TRIS-Puffers mit pH 6,69 pipettiert. Dieser 
pH-Wert (P) wurde berechnet, indem die bekannte Protonenkonzentration für die 
Verdünnung der TF-Quelle (T) von der bekannten Protonenkonzentration des 
Gesamtendvolumens (G) mit dem Ziel-pH subtrahiert wurde. Beispiel für pH 6,8 im 
Gesamtendvolumen: 




        𝑇 =
10−7,4
20 ∙ 106
         𝐺 − 𝑇 = 𝑃 





Analog wurden TRIS-Puffer mit pH 7,14 (für Ziel-pH 7,4) und pH 6,23 (für Ziel-pH 6,4) 
vorbereitet. 
Nach Zugabe des pH-Puffers inkubierten die Proben für 5 Minuten, um danach der FXa-
Bildung zugeführt zu werden. 
II.2.6.4 Temperaturversuche 
Die Temperaturversuche wurden mit PBS durchgeführt. THP-1-Zellen und sTF wurden jeweils 
für 10 Minuten im Wasserbad bei 42° C inkubiert. Anschließend wurden die Proben im 
Eiswasserbad 5 Minuten abgekühlt. Auch die zuvor nicht erhitzten Vergleichsproben wurden 
im Eiswasser abgekühlt, um die Abkühlung als Diskriminante auszuschließen. Danach 
wurden die Proben der FXa-Bildung zugeführt. 
II.2.7 Proteinmessung 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration verschiedener Proben wurde ein Protein Assay Kit 




Reagenz Lösung B verwendet. Lösung B reduziert den Kupferkomplex aus dem 
Probenprotein und Lösung A, so dass die entstandene Farbveränderung photometrisch bei 
700 nm analysiert werden kann. Anschließend kann die Proteinkonzentration unter Bezug 
auf eine BSA-Standardkurve bestimmt werden (modifiziert nach Lowry OH et al. 1951). 
II.2.8 Auswertung und Statistik 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Software GraphPadPrism 5. Die Daten 
wurden als Mittelwert  Standardabweichung (S.D.) oder  Standardfehler des Mittelwertes 
(S.E.M.) dargestellt. Alle Datensätze wurden mittels Kolmogorow-Smirnow-Test auf 
Normalverteilung geprüft. Die Analyse erfolgte bei Normalverteilung bei zwei Gruppen 
mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test und bei mehr als zwei Gruppen mittels one way 
ANOVA-Test. Lag keine Normalverteilung vor, so kam der zweiseitige Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test bei zwei Gruppen und der Kruskal-Wallis-Test bei mehr als zwei Gruppen zur 















III.1 Aktivitätszunahme von TF durch Zelllysatstimulation 
Die isolierten, extrazellulären Domänen von TF (sTF214 und sTF218), in Lipidvesikeln 
rekonstituierter TF (flTF (Innovin)), und TF-exprimierende Zellen (aktivierte Monozyten und 
THP-1-Zellen) zeigten auch ohne vorherige Behandlung Eigenaktivität in der FXa-Bildung 
(Abbildung 5), die den Anteil des schon aktivierten TF vor der Stimulation darstellt. Diese TF-
Spezies wurden in der vorliegenden Pilotstudie mit Zelllysaten und Proteinen zur 
Identifikation von TF-Aktivatoren, die den Anteil an encrypted TF in den prokoagulatorisch 
wirksamen Zustand versetzen können, stimuliert.   
 





























































Abbildung 5: Prokoagulatorische Aktivitäten von TF-Proteinen bzw. TF-exprimierenden Zellen in der FXa-
Bildung 
Löslicher TF mit 214 und 218 Aminosäuren (sTF214 und sTF218) wurde in den angegebenen Konzentrationen 
eingesetzt.  Innovin (flTF) wurde vor den Versuchen im Verhältnis 1:600 verdünnt. Bei den lebenden Zellen 
(THP-1 und aktivierte Monozyten) wurden jeweils 10.000 Zellen eingesetzt. Monozyten wurden vor den 
Versuchen für 4 Stunden mit LPS 10 ng/ml stimuliert. n (sTF214) = 51; n (sTF218) = 23; n (Innovin) = 20; n (THP-






Wurde sTF mit TF-freiem CHO-Zelllysat inkubiert, so kam es zu einer verstärkten Bildung von 
FXa. In der Tat zeigte sich, dass die Zugabe von 20 ng/ml sTF214 zu durch 
Ultraschallbehandlung oder durch Einfrieren und Auftauen gewonnenem CHO-Zelllysat, das 
nach Einfrieren und Auftauen, nicht aber nach der Ultraschallbehandlung die FXa-Bildung zu 
einem geringen Teil selbst förderte, eine deutliche Steigerung der TF-Aktivität gegenüber sTF 
alleine induzierte (Abb. 6). Nur nach Zugabe des durch Einfrieren und Auftauen gewonnenen 
Lysates zeigte sich der Effekt statistisch signifikant.  
 
 


























































Abbildung 6: Stimulierung der FXa-Bildung durch sTF214 in Gegenwart von CHO-Zelllysat 
sTF214 wurde in einer Konzentration von 20 ng/ml eingesetzt. 
CHO-Zellen (7.500) wurden durch Ultraschallbehandlung (10 s, 150 W) lysiert. n = 3. Mittelwerte ± S.D. 
CHO –Zellen (10.000) wurden durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen lysiert. n = 6. 










In Gegenwart von HUVEC-Zelllysat, das die FXa-Bildung partiell selbst steigerte, kam es zu 
einer synergistischen Steigerung der prokoagulatorischen Aktivität von sTF214 (20 ng/ml). 
Dabei war auffällig, dass bei einer niedrigeren Zellzahl im Lysat eine stärkere Stimulation 
stattfand (Abbildung 7). 
 































































































Abbildung 7: Stimulierung der FXa-Bildung durch sTF214 in Gegenwart von HUVEC-Zelllysat 
sTF214 (20 ng/ml) wurde mit HUVEC-Zelllysaten inkubiert. Die HUVEC-Zelllysate wurden durch dreimaliges 
Einfrieren in flüssigem Stickstoff und anschließendem Auftauen hergestellt. Die in Klammern angegebenen 
Zahlen beziehen sich auf die verwendete Zellzahl. sTF214 und HUVEC (3.000) n = 3; sTF214 und HUVEC (4.000) 
n = 10; sTF214 und HUVEC (5.000) n = 18; sTF214 und HUVEC (10.000) n = 3. Mittelwerte ± S.D. * p<0,05 vs. 










Ebenso wurde die prokoagulatorische Aktivität von sTF218 (40 ng/ml) in Gegenwart von 
CHO- und HUVEC-Zelllysat deutlich gesteigert (Abbildung 8).  
 
 


































































Abbildung 8: Stimulierung der FXa-Bildung durch sTF218 in Gegenwart von CHO- und HUVEC-Lysaten 
sTF218 (40 ng/ml) wurde mit durch Einfrieren in flüssigem Stickstoff hergestelltem CHO-Zelllysat (10.000 
Zellen) bzw. HUVEC-Zelllysat (10.000 Zellen) inkubiert. n = 5 (CHO); n = 8 (HUVEC). Mittelwerte ± S.D. ** 











Die prokoagulatorische Aktivität des in Lipidvesikeln rekonstituierten TF – full length TF 
(Innovin, flTF) - wurde ebenfalls durch CHO- und HUVEC-Zelllysate gesteigert (Abbildung 
9). Dabei zeigte sich im Falle der durch Ultraschallbehandlung lysierten CHO-Zellen eine 
Tendenz zur Zunahme der zum gebildeten FXa proportionalen TF-Aktivität, wohingegen 
diese im Falle der durch Stickstoff eingefrorenen und wieder aufgetauten HUVEC-Zellen 
statistisch signifikant gesteigert ist.  
 
 













































Abbildung 9: Stimulierung von flTF in Gegenwart von CHO- und HUVEC-Lysat in der FXa-Bildung 
flTF wurde in allen Versuchen vor der Zugabe zum Assay im Verhältnis 1:600 verdünnt. Das Lysat aus CHO-
Zellen (5.000 Zellen) wurde durch Ultraschallbehandlung (50 s, 150 W) hergestellt. Das HUVEC-Zelllysat (10.000 
Zellen) wurde durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen gewonnen. n = 3-6. Mittelwerte 









Nach Zugabe des neutralisierenden anti-TF-Antikörpers VIC7 war die prokoagulatorische 
Aktivität des durch CHO-Zelllysat stimulierten flTF zu etwa 80% gehemmt. Dies zeigte, dass 
das CHO-Zelllysat TF direkt aktivierte (Abbildung 10), wobei der Effekt nicht statistisch 







































                                                        
Abbildung 10 Hemmung der FXa-Bildung durch anti-TF-Antikörper 
flTF in einer Verdünnung von 1:600 wurde mittels CHO-Lysat (5.000 Zellen mittels Ultraschallbehandlung (10 s, 
150 W) lysiert) stimuliert. Den Ansätzen wurde ein Isotyp-Kontrollantikörper bzw. ein neutralisierender anti-TF-
Antikörper (VIC7) in einer Konzentration von je 10 μg/ml zugegeben. n = 3. Mittelwerte ± S.D. p = 0,1 vs. 








Ruhende inaktive Monozyten exprimieren nur eine geringe Menge an TF auf ihrer 
Zelloberfläche. Deswegen wurden diese Monozyten nach oben beschriebener Isolation aus 
dem Blut für 4 Stunden mit Lipopolysaccharid stimuliert, um so inaktives TF-Protein zu 
synthetisieren. Die so aktivierten Monozyten wurden anschließend ebenfalls mit HUVEC-
Zelllysat inkubiert. Die Zugabe des HUVEC-Zelllysates steigerte die monozytenabhängige FXa-
Bildung (Abbildung 11).  
 
 



















































Abbildung 11: Stimulierung der FXa-Bildung durch aktivierte, intakte Monozyten und HUVEC-Zelllysat 
Nach Isolierung und Aktivierung durch LPS (10 ng/ml) wurden Monozyten (10.000) mit HUVEC-Lysat stimuliert. 









III.2 PDI-Analoga und TF-Aktivierung 
III.2.1 PDI und ERp57 
Nach Zelllyse kommen Enzyme des ER mit Oxidoreduktaseaktivität wie PDI und sein 
Analogon ERp57 in Kontakt mit Proteinen der Zellmembran. In Vorarbeiten konnte die 
Beteiligung von PDI bei der TF-Aktivierung gezeigt werden (Reinhardt C et al. 2008). Die 
durch HUVEC-Zelllysate vermittelte Stimulierung der sTF-abhängigen FXa-Bildung zeigte 
durch die vorherige Inkubation mit einem anti-PDI-Antikörper eine Tendenz zur Hemmung 
(Abbildung 12 und 13).  
 
 
































Abbildung 12: Hemmung der Stimulierung von sTF214 durch anti-PDI-Antikörper 
sTF214 (20 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch Stickstoff lysierten HUVEC (10.000) in Anwesenheit eines anti-
PDI-Antikörpers (10 g/ml) bzw. eines Isotyp-Kontrollantikörpers (10 g/ml) inkubiert. n = 3. Mittelwerte ± S.D. 







































Abbildung 13: Hemmung der Stimulierung von sTF218 durch anti-PDI-Antikörper 
sTF218 (40 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch Stickstoff lysierten HUVEC (10.000) in Anwesenheit eines anti-
PDI-Antikörpers (10 g/ml) bzw. eines Isotyp-Kontrollantikörpers (10 g/ml) inkubiert. n = 6. Mittelwerte ± S.D. 




















Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Analoga von PDI auf deren koagulatorische Potenz 
untersucht. 
Bei den Antikörperhemmversuchen mit anti-ERp75-Antikörpern wurde analog wie oben 
vorgegangen. In den Versuchen zeigte sich tendenziell eine Hemmung der TF-Aktivität um 
20-35% (Abb. 14 und 15).  
 






























Abbildung 14: Hemmung der Stimulierung von sTF214 durch anti-ERp57-Antikörper 
sTF214 (20 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch Stickstoff lysierten HUVEC (10.000) in Anwesenheit eines 
polyklonalen anti-ERp57-Antikörpers (Verdünnung 1:50) bzw. eines Isotyp-Kontrollantikörpers (10 g/ml) 





































Abbildung 15: Hemmung der Stimulierung von sTF218 durch anti-ERp57-Antikörper 
sTF218 (40 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch Stickstoff lysierten HUVEC (10.000) in Anwesenheit eines 
polyklonalen anti-ERp57-Antikörpers (Verdünnung 1:50) bzw. eines Isotyp-Kontrollantikörpers (10 g/ml) 
inkubiert. n = 6. Mittelwerte ± S.D. p = 0,11 vs. Kontrolle. 
 
 
Um die Bedeutung von ERp57 weiter zu überprüfen, wurden als nächstes murine 
embryonale Fibroblasten eingesetzt, die eine Defizienz für die Oxidoreduktase aufwiesen 
(MEF 2175.C10 57-/-). Murine Fibroblasten wurden hier verwendet, da ein humanes 
Zellmodell mit ERp-57-Defizienz nicht zur Verfügung stand. Dabei zeigte sich im Vergleich mit 
Wildtypzellen keine signifikante Stimulation der FXa-Bildung. Dabei war es unerheblich, ob 













III.2.2 ERp27 und Mutanten 
Ein interessantes Mitglied der PDI-Familie stellt ERp27 dar, da es die Aktivität von sTF214 
und flTF in der FXa-Bildung verstärkte (Abb. 16). Im Unterschied zu PDI und ERp57 fehlen bei 
ERp27 die beiden katalytischen Domänen a und a’ mit dem CXXC-Motiv (vergleiche Abb. 4). 
Auch nach Einsetzen der Mutanten zeigte sich eine Steigerung der FX-Bildung. Beide 
Domänen von ERp27 sind Strukturanaloge zu den Domänen b und b’ von PDI. Eine Mutante 
ist analog zur Domäne b von PDI (domain1). Bei der anderen Mutante wurden die beiden 
Cysteine je durch Alanin ersetzt (cystein exchange C:A), nach deren Zugabe sich jeweils eine 














































































































Abbildung 16: Wirkung von ERp27 auf die TF-Aktivität in der FXa-Bildung 
Getestet wurde der Effekt von ERp27 und den beiden Mutanten ERp27 Domäne 1 und ERp27 (Cys:Ala). Alle 
Proteine wurden in der Konzentration 1,8 μM eingesetzt und 5 Minuten mit den verschiedenen TF-Spezies 
inkubiert (a) sTF214 20 ng/ml, b) flTF (Innovin®) 1:600). Anschließend wurde die FXa Bildung analysiert. n = 6 











III.3 Proteine des PLC und TF-Aktivierung 
Um die prokoagulatorische Aktivität von CNX zu untersuchen, wurde ein Antikörper 
verwendet, der gegen die luminale Domäne von CNX gerichtet war (Abb. 17 bis 20). Dabei 
zeigte sich unter der Verwendung von aktivierten Monozyten, sTF214 und sTF218 als TF-
Spezies, die durch HUVEC- und CHO-Zelllysat stimuliert wurden, durch Zugabe des oben 
genannten Antikörpers im Vergleich zu der Isotyp-Kontrolle ein Trend zur Hemmung der TF-
Aktivität. Statistisch signifikant konnte der hemmende Effekt in der Konstellation von 
sTF218, der durch CHO-Zelllysat stimuliert wurde, gezeigt werden (Abb. 18).  
 
 






























Abbildung 17: Wirkung eines polyklonalen anti-CNX-Antikörpers auf die prokoagulatorische Aktivität von 
Monozyten 
LPS-aktivierte Monozyten (10.000 Zellen) wurden mit einem HUVEC-Lysat (10.000 Zellen), das durch 
dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und anschließendem Auftauen gewonnen wurde, stimuliert und 
mit einem polyklonalen anti-CNX-Antikörper (Verdünnung 1:50), bzw. dem Isotypantikörper, versetzt und 5 












































                                             
 
Abbildung 18: Hemmung der Stimulierung von sTF218 durch anti-CNX-Antikörper 
sTF218 (40 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch Stickstoff lysierten CHO (10.000) in Anwesenheit eines 
monoklonalen anti-CNX-Antikörpers gegen die luminale Domäne von CNX (10 μg/ml) bzw. eines Isotyp-
Kontrollantikörpers inkubiert. n = 6. Mittelwerte ± S.D. ** p<0,0001 vs. Kontrolle. 
 






























   
Abbildung 19: Hemmung der Stimulierung von sTF218 durch anti-CNX-Antikörper 
sTF218 (40 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch 30 Pipettenstöße mechanisch geschädigten HUVEC (10.000) in 
Anwesenheit eines monoklonalen anti-CNX-Antikörpers gegen die luminale Domäne (10 μg/ml) bzw. eines 


































Abbildung 20: Hemmung der Stimulierung von sTF214 durch anti-CNX-Antikörper 
sTF214 (20 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch Stickstoff lysierten CHO (10.000) in Anwesenheit eines 
monoklonalen anti-CNX-Antikörpers gegen die luminale Domäne von CNX (10 μg/ml) bzw. eines Isotyp-
Kontrollantikörpers inkubiert. n = 6. Mittelwerte ± S.D. p = 0,1 vs. Kontrolle. 
 
 
Zur näheren Charakterisierung des Effektes von CNX wurde die Zelllinie MEF WTM1C 
untersucht (Abb. 21), die eine kürzere Variante von CNX exprimiert (short CNX; sCNX), bei 
der die Aminosäuren zwischen Lys104 und Leu242 fehlen. In diesem Bereich liegen die 
Bindestellen für Glykane (Tyr165, Lys167, Tyr186, Met189, Asp217), eine substratbindende 
Disulfidbrücke (Cys161-Cys195) und Asp118, das ein Ca2+-Ion bindet. Deswegen kann sCNX keine 
unterstützende Funktion bei der Proteinfaltung wahrnehmen. Das Überleben der Zellen ist 
dadurch nicht eingeschränkt (Pieren M et al. 2005). In den Versuchen zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied im Vergleich zu den TF-stimulierten Aktivitäten beider Zelllinien. 















































Abbildung 21: Einfluss der sCNX-exprimierenden MEF-Zellen auf die prokoagulatorische Aktivität von sTF218 
Die sCNX-exprimierende Zelllinie MEF WTM1C (MEF sCNX) (1.000 Zellen) bzw. die entsprechenden Wildtyp-
Zellen (MEF CNX) (1.000 Zellen) wurden mit sTF218 (40 ng/ml) inkubiert und danach der FXa-Bildung 
unterzogen. Die Lyse erfolgte durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und anschließendem 

















Die Hemmung in der FXa-Bildung konnte ebenso nur bei einem Antikörper gegen die 
luminale Domäne von CNX gezeigt werden. Bei der Hemmung der zytoplasmatischen 
Domäne zeigte sich im Versuchsaufbau keine signifikante Hemmung (Abb. 22).  
 



































Abbildung 22: Hemmung der Stimulierung von sTF218 in Anwesenheit eines Antikörpers gegen die 
zytoplasmatische Domäne von CNX 
sTF218 (40 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch Stickstoff lysierten CHO (10.000) in Anwesenheit eines 
monoklonalen anti-CNX-Antikörpers gegen die zytoplasmatische Domäne von CNX (10 μg/ml) bzw. eines 











Das Verhalten von CRT als lösliches Analogon von CNX wurde mittels der CRT-defizienten 
Zelllinie MEF K42 untersucht (Abb. 23). Dabei zeigte sich eine Tendenz zu einer geringer 
ausgeprägten FXa-Aktivierung in den CRT-defizienten Zellen. 
 



































Abbildung 23: Vergleich CRT-defizienter MEF mit Wildtypzellen 
Verglichen wurde die CRT-defiziente Zelllinie MEF K42(MEF CRT def) mit dem Wildtyp MEF K41 (MEF wt) in der 
FXa-Bildung. Dabei wurden je 1000 lysierte Zellen untersucht. Die Lyse erfolgte durch dreimaliges Einfrieren in 















In weiteren Experimenten wurden Kombinationen der hemmenden Antikörper gegen Erp57 
und die luminale Domäne von CNX in durch CHO-Zelllysate stimulierten sTF-Suspensionen 
eingesetzt. Dabei bestätigte sich die schon gezeigte Hemmung beim Einsatz des jeweils 
einzelnen Antikörpers. In der Kombination von anti-CNX und anti-ERp57 in einem 
Versuchsansatz zeigte sich nach der Stimulation von sTF214 durch CHO-Lysat eine Hemmung 
von 42% gegenüber der Kontrolle. Dies entspricht ungefähr der Summe aus den 
Hemmungen der einzeln eingesetzten Antikörper (anti-CNX 25,6% Hemmung, anti-ERp57 
21,7% Hemmung) (Abb. 24). Dies deutet auf einen additiven Effekt durch die Hemmung 
beider Proteine hin.  
 

















































Abbildung 24: Hemmung der Stimulierung von sTF218 durch Kombination von anti-CNX plus anti-ERp57 
sTF218 (40 ng/ml) wurde 5 Minuten mit durch Stickstoff lysierten CHO (10.000) in Anwesenheit eines 
monoklonalen anti-CNX-Antikörpers (luminale Domäne 10 μg/ml), eines polyklonalen anti-ERp57-Antikörpers 
(Verdünnung 1:50) und in der Kombination beider Antikörper inkubiert. n = 3. Mittelwerte ± S.D. * p<0,05 vs. 
Kontrolle. 
 








B2M bildet die leichte Kette des MHC Klasse I Komplexes und übt stabilisierende Funktionen 
aus. 
Um eine mögliche Beteiligung von B2M an der TF-Aktivierung zu untersuchen, wurde die 
Aktivierung von TF durch HUVEC-Lysate in Anwesenheit eines Antikörpers gegen B2M 

































Abbildung 25: Wirkung des anti-B2M-Antikörpers auf die sTF-Aktivität in Gegenwart von HUVEC-Lysaten 
Verwendet wurde der anti-B2M 01 (anti-B2M) und der Isotyp-Kontrollantikörper in einer Konzentration von je 
10 μg/ml. 40 ng/ml sTF218 wurden mit einem Lysat aus 10.000 HUVEC, das durch dreimaliges Einfrieren in 
flüssigem Stickstoff und anschließendem Auftauen gewonnen wurde, stimuliert. n = 5. Mittelwerte ± S.D. p = 












Dabei zeigte sich keine Veränderung der TF-Aktivität, wenn B2M gehemmt wurde. 
Zur weiteren Charakterisierung des Effekts von B2M auf die TF-Aktivierung wurde das Lysat 
von B2M-defizienten Daudi-Zellen mit dem Lysat von B2M-retransfizierten Daudi-Zellen 
verglichen (Abb. 26). Dabei zeigte sich eine deutliche Zunahme der FXa-Aktivität durch die 
Retransfektante im Vergleich zur B2M-defizienten Daudi-Zelle. 
 






























Abbildung 26: Analyse der prokoagulatorischen B2M-defizienter Daudi-Zellen 
FXa-Bildung nach Lyse von je 10.000 B2M-defizienten Daudi-Zellen und retransfizierten Daudi-Zellen (B2M). Die 
Lyse erfolgte durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und anschließendem Auftauen. 











Als zentrales Protein des PLC ist Tapasin für die Rekrutierung von MHC Klasse I und CRT, 
sowie für die Optimierung der Antigenbeladung zuständig (Abb. 27). Dabei zeigte sich eine 
deutliche Zunahme der FXa-Aktivität durch die Retransfektante im Vergleich zur Tapasin-
defizienten LCL.220-Zelle. 
 


































Abbildung 27: Analyse der prokoagulatorischen Aktivität Tapasin-defizienter LCL.220B*4402-Zellen 
FXa-Bildung nach Lyse von je 10.000 Tapasin-defizienten LCL.220B*4402-Zellen (LCL.220) und retransfizierten 
LCL.220B*4402+TPN-Zellen (LCL.220 (Tapasin)). Die Lyse erfolgte durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem 
Stickstoff und anschließendem Auftauen. n = 4. Mittelwerte ± S.D.  * p<0,05 vs. Kontrolle (LCL.220). 
 
 
III.3.3 MHC Klasse I 
Ein funktionsfähiges MHC Klasse I Molekül besteht wie schon erwähnt aus einer 
membrangebundenen schweren und der löslichen leichten Kette B2M, sowie einem 
gebundenen Peptidfragment, das durch proteasomale Degradation zelleigener, viraler oder 
tumoraler Proteine entstanden ist.  Wir testeten die Wirkung zweier gegen MHC Klasse I 




Bildung. Dabei ergaben sich unterschiedliche Ergebnisse. Im Falle von W6/32 zeigte sich in 
der FXa-Bildung eine Stimulierung, im Falle von B9.12.1 eine Inhibierung.  
Daher wurden im nächsten Schritt die Lysate der MHC-defizienten Zelllinie K562 und der 
HLA-A2-retransfizierten Zelllinie K562.A2 miteinander verglichen (Abb. 28). 
 





























Abbildung 28: Analyse der prokoagulatorischen Aktivität HLA-A2-defizienter K562-Zellen 
FXa-Bildung nach Lyse von je 10.000 HLA-A2-defizienten K562-Zellen und retransfizierten K562.A2-Zellen. Die 
Lyse erfolgte durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und anschließendem Auftauen. n = 7. 
Mittelwerte ± S.D. * p<0,05 vs. Kontrolle (K562). 
 
 
Um zu testen, ob es sich bei den Ergebnissen mit den Lysaten aus Daudi, LCL. 220 und K562 
um einen TF-abhängigen Effekt handelt, wurden die Proben in Kontrollversuchen mit 10 
μg/ml eines Antikörpers gegen TF (anti-TF VIC7) inkubiert. Dabei zeigte sich eine deutliche 
Hemmung der FXa-Bildung, so dass von einem TF-abhängigen Effekt ausgegangen werden 










III.4 Auswirkung von pH-Wert und Temperatur auf die TF-Aktivierung 
Zur Untersuchung des Einflusses einer Temperaturänderung auf die TF-Aktivierung wurden 
sTF218 und THP-1-Zellen jeweils für 10 Minuten in einem Wasserbad, das auf eine 
Temperatur von 42° C kalibriert wurde, inkubiert. Die Kontrollproben wurden bei 
Raumtemperatur gelagert. Anschließend wurden beide Proben mittels FXa-Bildung 
gemessen. Die Ergebnisse zeigen eine Tendenz zur Aktivitätszunahme von TF bei erhöhter 
Temperatur (Abb. 29).  
                        










Abbildung 29: Temperaturabhängigkeit der prokoagulatorischen Aktivität von sTF218 und THP-1 
sTF218 wurde in einer Konzentration von 40 ng/ml eingesetzt und THP-1-Zellen (10.000) wurden verwendet. 
Beide TF-Spezies wurden im Wasserbad 10 Minuten bei 42° C inkubiert, wohingegen die Vergleichsproben bei 
Raumtemperatur inkubiert wurden. Anschließend erfolgte die Messung der FXa-Bildung. 
a) n = 4. Mittelwerte ± S.E.M. p = 0,88 vs. Kontrolle (RT) 
b) n = 4. Mittelwerte ± S.E.M. p = 0,48 vs. Kontrolle (RT) 
 
 
Um die Effekte einer Azidifizierung auf die TF-Aktivität zu untersuchen, wurden die oben 
genannten TF-Spezies in einer Suspension mit pH 6,4 inkubiert (Abb. 30). Im Falle von sTF218 
zeigte sich im Vergleich zu einer Suspension mit neutralen pH eine Tendenz zur geringer 
ausgeprägten TF-Aktivität. Im Falle der THP-1-Zellen bewirkte die Azidifizierung eine 
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Abbildung 30: pH-Abhängigkeit der prokoagulatorischen Aktivität von sTF218 und THP-1 
sTF218 (40 ng/ml) bzw. THP-1-Zellen (10.000) wurden jeweils für 10 Minuten mit Puffern der angegebenen pH-
Werte bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der FXa Bildung. 
a) n = 4. Mittelwerte ± S.E.M. p = 0,88 vs. Kontrolle (pH 7,4). 
















IV.1 Stimulierung der prokoagulatorischen Aktivität von TF durch Zelllysate 
TF, das Initiatorprotein der Blutgerinnung, liegt in vielen Fällen in einer inaktiven Form vor 
und bedarf deshalb eines Aktivierungsvorgangs. Inaktiver TF, auch encrypted TF genannt, 
kann nicht nur durch die Anwesenheit negativ geladener Oberflächen, wie sie durch 
Phosphatidylserin bereitgestellt werden, aktiviert werden, sondern z.B. auch durch 
posttranslationale Veränderungen des Proteins selbst. Dabei rückten besonders Thiol-
Gruppen in den Fokus des Interesses, da durch die Bildung von Disulfid-Brücken allosterische 
Veränderungen innerhalb eines Proteins erfolgen (Grover SP und Mackmann N 2018), die 
mit Veränderungen der funktionellen Aktivität einhergehen. Der Einfluss der Thiol-
Modifikation auf die Aktivität von TF zeigte sich daran, dass die Oxidoreduktase PDI die TF-
Aktivierung stimulierte (Reinhardt C et al. 2008). Demnach benötigt TF einen Stimulus, um 
seine volle prokoagulatorische Aktivität zu erlangen.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Methoden der Lysatherstellung 
untersucht. Durch den dreimaligen Einfrier- und Auftauprozess kam es zu einer vollständigen 
Zellschädigung, so dass in der mikroskopischen Begutachtung des Zelllysates keine vitale 
Zelle, sondern nur Zelldetritus detektiert werden konnte. Bei der Methode der 
Lysatpräparation durch Ultraschallbehandlung war hingegen noch ein Teil der Zellen in ihrer 
intakten Form vorhanden. Dennoch zeigte sich auch nach Ultraschallbehandlung eine 
Zunahme der prokoagulatorischen Aktivität. Dies könnte dadurch erklärt werden, dass die 
intakten Zellen nach Verletzung gerinnungsaktive Mikropartikel freisetzen (Chen P et al. 
2012; Van Wijk et al. 2003), die z.B. Kandidaten zur TF-Aktivierung transportieren, oder diese 
Kandidaten an der Zelloberfläche geschädigter Zellen präsentiert werden. Bei der 
vollständigen Zellschädigung durch Einfrieren und Auftauen kommt es zur Ruptur der 
Zellmembranbarriere und zum Herauslösen von intrazellulären Proteinen und anderer 
Zellbestandteilen aus dem ursprünglichen Kontext. So erhalten die intrazellulären Proteine 
neue Interaktionspartner, wie z.B. extrazelluläre Domänen von Zellmembranproteinen im 
Fall von TF, die intakten Zellen nicht zur Verfügung stehen. Diese neuen Interaktionen 





IV.2 PDI und PDI-Analoga als TF-Aktivatoren 
Die Zelllyse dient in der vorliegenden Arbeit demnach als Modell für die Schädigung von 
Zellen, wie sie bei einer Gefäßverletzung vorkommt. Eine schnelle und flexibel gesteuerte 
Hämostase ist notwendig, um den Gesamtorganismus gegenüber einem Blutverlust zu 
schützen. Nach vollständiger Lyse wird u.a. auch das endoplasmatische Retikulum 
geschädigt. So ist bekannt, dass Thiol-Isomerasen, wie PDI und PDI-Analoga, in den 
Extrazellularraum freigesetzt werden. Jedoch sind die genauen Freisetzungsmechanismen 
dieser ER-Proteine noch unbekannt (Furie B et al. 2014). Eine Erklärung wäre, dass alleine die 
Zellschädigung zu einer Freisetzung von PDI und dessen Analoga führt. Jedoch konnte 
gezeigt werden, dass eine Stimulation durch Thrombin ebenfalls eine Sekretion von PDI aus 
HUVEC bedingt (Jasuja R et al. 2010).  
Anhand der Bildung von FXa konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die 
Anwesenheit eines neutralisierenden Antikörpers gegen PDI oder ERp57 die durch TF 
vermittelte prokoagulatorische Aktivität hemmt, so dass während des Stimulationsprozesses 
weniger aktiver TF gebildet wird. In prinzipieller Übereinstimmung mit diesen Befunden 
konnte die Arbeitsgruppe um David W. Essex durch selektive Hemmung von ERp57 eine 
Zunahme der Blutungszeit und eine Abnahme der Thrombenbildung unter in vivo-
Bedingungen zeigen (Wu Y et al. 2012). 
Abgesehen von PDI und ERp57 wurde die Aktivität von sTF214 auch durch das ER-Protein 
ERp27 stimuliert. Die Domänenstruktur von ERp27 ist prinzipiell analog zum Aufbau von PDI. 
Es fehlen aber bei ERp27 die für PDI charakteristischen katalytischen CXXC-Domänen. Jedoch 
bindet ERp27 z.B. genauso wie PDI das Indikatorprotein Δ-Somatostatin für ungefaltete oder 
teilweise gefaltete Proteine (Alanen HI et al. 2006).  Auch eine Assoziation zwischen ERp27 
und ERp57 wurde beschrieben, welches sowohl CNX als auch CRT binden kann. Ein trimerer 
Komplex aus ERp27, ERp57 und z.B. CNX ist jedoch nicht möglich (Alanen HI et al. 2006).  
IV.3 Rolle des PLC bei der posttranslationalen TF-Aktivierung 
Da neben PDI auch ERp57 die prokoagulatorische Aktivität stimulierte, wurden auch die mit 
den beiden Oxidoreduktasen innerhalb des PLC assoziierten Lektine CNX und CRT 
untersucht. Die antikörpervermittelte Hemmung der luminalen, nicht jedoch der 




Vergleich von Wildtyp-Zellen und CRT-defizienten Zellen zeigte sich kein statistisch 
signifikanter Unterschied in der FXa-Bildung. Jedoch war eine Tendenz zur Hemmung in der 
CRT-defizienten Zelllinie zu erkennen.  
 Aus den Experimenten lassen sich demnach Hinweise ableiten, dass CNX die TF-Aktivierung 
beeinflusst. Zwei Mechanismen sind dabei denkbar: 
1. Die Glykosylierung von TF könnte zu einer besseren Interaktion mit ERp57 und damit zu 
einer TF-Cysteinmodifikation führen, wie sie auch durch PDI induziert wird: Die 
Aminosäuresequenz von TF beinhaltet vier potentielle N-Glykosylierungsmöglichkeiten: drei 
extrazelluläre (Asn11, Asn124, Asn137) und eine intrazelluläre (Asn26). Asn26 ist zumeist nicht 
glykosyliert, so dass für entsprechende Interaktionen nur die extrazellulären Domänen in 
Frage kommen (Paborsky LR und Harris RJ 1990). Die Glykosylierung selbst hat keinen 
prokoagulatorischen Effekt. Dies konnte bereits durch TF-Mutanten gezeigt werden, bei 
denen in der Primärstruktur Asparagin an den Positionen 11, 124, 137 und 26 durch Alanin 
ersetzt wurden (Kothari H et al. 2011). Das heißt demnach, dass die 
Glykosylierungssequenzen von den Lektinen CNX und CRT erkannt werden und es zu einer 
Assoziation mit ERp57 kommt, welches dann durch seine Oxidoreduktaseaktivität das 
Cysteinpaar Cys186-Cys209 von TF modifiziert, wodurch letztlich TF aktiviert wird.  
2. Allosterischer Effekt: Denkbar wäre auch, dass TF durch die Interaktion mit CNX und CRT 
strukturell besser an FVIIa binden kann oder dass der Aktivatorkomplex TF-FVIIa besser mit 
FX interagieren kann. 
Die erwähnten Oxidoreduktasen und Lektine sind Bestandteile des PLC. Tapasin ist ein 
zentrales PLC-stabilisierendes Molekül, das eine kovalente Bindung mit ERp57 eingeht. In 
Tapasin-defizienten Zellen, in denen MHC Klasse I-Moleküle nicht korrekt synthetisiert 
werden, zeigte sich eine signifikante Hemmung in der FXa-Bildung. Dies könnte dadurch 
bedingt sein, dass durch den Mangel an Tapasin TF-Aktivatoren wie PDI nicht mit TF 
interagieren können. In Übereinstimmung mit dieser Hypothese war die prokoagulatorische 





IV.4 Physikalische Einflüsse auf die TF-Aktivierung 
Neben einer Vielzahl von Proteinen und Enzymen kann es in Verletzungsarealen durch die 
konsekutive Entzündungsreaktion zu Veränderungen der Temperatur und des pH-Wertes im 
Wundmilieu kommen.  Die Ergebnisse zeigen lediglich eine Tendenz ohne statistische 
Signifikanz hinsichtlich der Zunahme der TF-Aktivität nach einer Wärmebehandlung in vitro.  
Beim pH-Wert zeigte sich eine gegenteilige Entwicklung. Die TF-Aktivität war im sauren pH-
Bereich reduziert. Dies kann darauf hindeuten, dass es im sauren pH-Bereich zu einer 
partiellen Denaturierung von TF kommt.  
IV.5 Kritische Auseinandersetzung mit den angewandten Methoden 
Ziel der Arbeit war es, neue Kandidaten für die posttranslationale TF-Aktivierung zu 
identifizieren. Dabei wurde ein relativ einfaches und effizientes Wundmodel gewählt, bei 
dem die terminale Zellschädigung im Zentrum steht. Während des TF-Aktivierungsprozesses 
wurden gezielt einzelne Bestandteile des Lysates gehemmt, um deren Effekt auf die FXa-
Bildung zu dokumentieren. Dabei konnten neue Hinweise auf verschiedene 
prokoagulatorische Kandidatenmoleküle gefunden werden. 
In zukünftigen Untersuchungen sollten die hier beobachteten in vitro-Ergebnisse durch 
geeignete in vivo-Experimente bestätigt werden.  
IV.6 Ausblick  
In der Zusammenschau der Ergebnisse ist abzuleiten, dass die Aktivierung von TF kein 
monofaktorieller Prozess ist. Einzelne prokoagulatorische Aktivatoren, die mit TF 
interagieren, wie z.B. Phosphatidylserin, PDI, ERp57, die Lektine CNX und CRT oder der PLC, 
können alleine die volle prokoagulatorische Wirksamkeit von TF nicht erklären. So ist es 
wahrscheinlich, dass in der Situation eines Blutverlustes eine ganze Reihe an 
Schutzmechanismen zu einer suffizienten TF-Aktivierung führen müssen, um einen kritischen 
Blutverlust zu verhindern. Innerhalb dieses evolutionären Schutzmechanismus zeichnet sich 
ab, dass TF nicht den Beginn der Gerinnungskaskade darstellt, jedoch die erste Zielstruktur 





TF ist zentral bei der Initiierung des Koagulationsprozesses im Rahmen der extrinsischen 
Blutgerinnung. Vorarbeiten zeigten, dass TF jedoch nicht an der Spitze der 
Blutgerinnungskaskade steht, da TF selbst aktiviert werden muss.  Seit bekannt ist, dass die 
im ER lokalisierte Oxidoreduktase PDI TF aktivieren kann, erfolgte in der vorliegenden Arbeit 
ein umfangreiches Screening an ER-Kandidatenproteinen, um neue TF-Aktivatoren zu 
charakterisieren. 
Zunächst konnte gezeigt werden, dass Zelllysate, die eine Vielzahl an unterschiedlichen 
möglichen Interaktionspartner für TF zu Verfügung stellen, TF direkt aktivieren. Ausgehend 
davon wurden nun unterschiedliche Kandidaten - zunächst die mit PDI analoge 
Oxidoreduktase ERp57 - untersucht. Sowohl ERp57 als auch ERp27 konnten TF aktivieren.  
Da Oxidoreduktasen auch Mitglieder des PLC sind, lag es nahe, auch die weiteren 
Bestandteile des PLC zu untersuchen. Dabei zeigten sich in der Untersuchung defizienter 
Zellen für Tapasin, B2M und HLA-A2 verglichen mit retransfizierten bzw. Wildtyp-Zellen 
jeweils eine statistisch signifikante Hemmung, die durch die Untersuchung mit einem 
spezifischen anti-TF-Antikörper einen TF-abhängigen Prozess bestätigten. Auch bei der 
Untersuchung des ERp57-assoziierten Lektins CNX zeigte sich in den 
Antikörperhemmversuchen eine deutliche Reduktion der TF-Aktivität in der FXa-Bildung. 
Dies konnte aber nur nach Hemmung der luminalen Domäne von CNX gezeigt werden, nicht 
aber beim Einsatz eines hemmenden Antikörpers gegen die zytoplasmatische Domäne. Auch 
eine Untersuchung des löslichen Analogons CRT zeigte keine Effekte. Lediglich in der 
vergleichenden Untersuchung mit CRT-retransfizierten embryonalen Fibroblasten von der 
Maus zeigte sich eine Tendenz, dass auch CRT in der FXa-Bildung eine Rolle spielen könnte. 
Neben den ER-Proteinen wurden auch physikalische Einflüsse auf die TF-Aktivität untersucht, 
wie sie innerhalb von Wunden beobachtet werden. Dabei zeigte sich, dass erhöhte 
Temperaturen und ein verminderter pH-Wert die TF-Aktivität steigern bzw. hemmen. 
Insgesamt zeigte sich, dass es weiterer Untersuchungen bedarf, um die Mechanismen der 
TF-Aktivierung genauer aufzuklären, damit diese Erkenntnisse auch bei der therapeutischen 







TF is crucial for initiating the blood coagulation process by triggering the extrinsic pathway. 
Previous work suggested that TF is not the very first starter protein of the coagulation 
cascade as it needs to be itself activated. Since it is known that PDI, an ER protein, is able to 
activate TF, in the present study a detailed screening of ER candidate proteins was 
performed to characterize new TF activators.  
As a first step it could be shown, that cell lysates, which provide several ER-associated 
partners for interaction with TF, could activate TF. 
In a second step, the role of different ER candidate proteins - including PDI family members 
such as ERp57 - was investigated. Both ERp57 and ERp27 were found to enhance TF 
activation. With oxidoreductases being part of the PLC, a closer look on other components of 
the PLC was necessary. Examining cells deficient for tapasin, B2M or HLA-A2, a statistically 
significant inhibition of factor Xa formation was observed, which was proven to be TF-
dependent by use of specific anti-TF-antibody. 
Also the ERp57-associated lectin CNX appeared to regulate TF activation. Indeed, an 
antibody specifically targeting the luminal domain of CNX inhibited TF activity. An antibody 
targeting the cytoplasmic domain of CNX showed no effect. Also the soluble analogon of 
CNX, CRT, was without effect. Nonetheless, experiments with CRT-retransfected embryonal 
mouse fibroblasts suggested that CRT might potentially play a role in factor Xa formation. 
Next to the ER-proteins, physical influences on TF activity, as potentially observed in a 
wound, were investigated. In this context, it was shown that increases in temperature above 
37° C enhanced TF activity. In contrast low pH values decreased TF activity. 
Overall, more examinations need to be performed to illuminate the mechanisms of TF-
activation in detail, in particular in order to translate these findings into a therapeutic 
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